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Цель: изучение количества и структуры интернейронов в разных областях коры головного мозга чело#
века после остановки сердца (клиническая смерть). 
Материал и методы. Основная группа (n=7, мужчины) пациенты, пережившие остановку сердца и умер#
шие позже (через 7—10 и 70—90 сут) от повторной острой сердечной недостаточности. Контрольная группа
(n=4, мужчины) погибшие в результате несчастных случаев. С использованием световой и конфокальной
микроскопии проведен гистологический и морфометрический анализ 420 полей зрения неокортекса (окра#
ска по Нисслю, на кальбиндин D28k и нейропептид Y). 
Результаты. У умерших обеих групп подтвердили наличие в неокортексе всех главных типов интер#
нейронов (корзинчатые, клетки Мартинотти и нейроглиаформные интернейроны), в соответствии с
морфологией их тел и дендритных отростков. При этом количество кальбиндин# и NPY#позитивных
нейронов неокортекса было одинаковым в контроле и в постреанимационном периоде. Однако, поля
кальбиндин# и NPY#позитивных структур, включая тела нейронов и их дендриты, были значительно
больше в образцах основной группы, чем в контроле. Максимальное увеличение общей площади каль#
биндин#позитивных структур наблюдалось через 90 сут после клинической смерти. Площадь NPY#по#
зитивных структур была больше, чем в контроле, уже через 7 сут после оживления и осталась на этом
уровне через 90 сут. 
Вывод. Наши находки свидетельствуют об увеличении после клинической смерти экспрессии кальбин#
дина и NPY в неокортексе человека, что рассматривается как компенсаторная реакция неповрежденных
тормозных корковых интернейронов, направленная на защиту мозга от ишемии. 
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Objective: to analyze the human neocortex interneurons (areas 4, 10, 17 and 21 by Brodmann) after cardiac
arrest (clinical death). 
Materials and methods. The main group included patients (n=7, men) who survived 7—10 days and 70—90
days after cardiac arrest and later died due to heart failure. The control group (n=4, men) included individuals
after sudden fatal accidents. The morphometric and histological analysis of 420 neocortical fields (Nissl#staining,
calbindin D28k, neuropeptide Y) was performed using light and confocal microscopy. 
Results. We verified all main types of interneurons (Basket, Martinotti, and neurogliaform interneurons) in
neocortex based on the morphology of their bodies and dendritic processes in both groups. The number of cal#
bindin# and NPY#positive neurons in the neocortex was similar in the control and in the postoperative period.
However, calbindin# and NPY#immunopositive structure fields including neuronal cell bodies and their dendrites
were significantly more represented in neocortex of patients from the main group. Maximum increase in common
square in the relative areas of calbindin#immunopositive structures was observed 90 days after ischemia. The
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Введение
Наличие тормозных интернейронов показа#
но во всех без исключения слоях неокортекса, где
они являются постоянным компонентом локаль#
ных межнейронных цепей [1]. Форма и размеры
тела, характер разветвления и длина отростков
различных интернейронов существенно отлича#
ются и, вероятно, зависят от функции конкретно#
го нейрона [2, 3]. 
В неокортексе млекопитающих тормозные
интернейроны представляют собой разнород#
ную популяцию непирамидных клеток, содержа#
щих медиатор ГАМК, комедиаторы и нейропеп#
тиды (соматостатин, кальбиндин, парвальбумин,
кальретинин, холецистокинин и нейропептид Y)
[3—6]. ГАМК#эргические тормозные интерней#
роны коры в нейрохимическом отношении нео#
динаковы. В неокортексе 20—25% интернейро#
нов экспрессирует парвальбумин, 45—50% —
кальретинин и 20—25% — кальбиндин [3].
По данным C. Aoki и V. M. Pickel [7], в коре
головного мозга нейропептид Y (NPY) содержит#
ся преимущественно в тормозных интернейронах
и составляет 1—2% всех ее нейронов. Следова#
тельно, идентификация NPY может быть исполь#
зована для анализа корковых тормозных интер#
нейронов [3, 8]. Таким образом, антитела к
кальбиндину и NPY могут использоваться для
идентификации тормозных интернейронов коры
головного мозга человека [9, 10]. 
Прошлые молекулярные и морфометричес#
кие исследования показали существенную роль
как возбуждающих, так и тормозных интерней#
ронов в реакции и реорганизации корковой и
субкортикальной сетей после повреждения голо#
вного мозга и в развитии патологии головного
мозга [4, 11, 12]. 
Цель исследования — изучение количества и
структуры интернейронов в разных областях ко#
ры головного мозга человека после остановки
сердца (клиническая смерть).
Материал и методы
В исследование были включены мужчины (n=11,
возраст — 58—70 лет) без предшествующих неврологи#
ческих заболеваний. Основная группа состояла из семи
пациентов, перенесших остановку сердца (клиничес#
кая смерть), успешно реанимированных и умерших
Introduction 
The presence of inhibitory interneurons has
been previously demonstrated in all layers of neocor#
tex as a constant component of local interneuron
networks [1]. The shape, body size, character of
branching, and the length of processes in various
interneurons are significantly different and depend
on specific neuron function [2, 3].
In the mammalian neocortex, the inhibitory
interneurons are present by a heterogeneous popula#
tion of non#pyramidal cells, containing GABA neu#
rotransmitters, co#mediators, and neuropeptides
(somatostatin, calbindin, parvalbumin, calretinin,
cholecystokinin, and NPY) [3—6]. GABA#ergic
inhibitory cortical interneurons are non#homolo#
gous in neurochemical aspect. About 20—25% of
interneurons in neocortex express parvalbumin,
45—50% express calretinine, and 20—25% of them
express calbindin [3].
According to Aoki et al [7], cortical inhibitory
interneurons contain mainly NPY and constitute
1—2% of all neurons in neocortex. Therefore, the
identification of NPY can be used to analyze corti#
cal inhibitory interneurons [3, 8]. Thus, Cal and
NPY antibodies can be used for identification of
inhibitory interneurons in the human cerebral cor#
tex [9, 10].
Previous molecular and morphometric studies
showed the significant roles of both excitatory and
inhibitory interneurons in reaction and reorganization
of cortical and subcortical network after brain injury
and in developmental brain pathology [4, 11, 12]. 
The purpose of this study was analyze the amount
and structure of interneurons in different human neo#
cortical areas after cardiac arrest (clinical death).
Materials and Methods
Patients without previous history of neurologic dis#
ease were included in the study. 11 patients (males, age
58—70 years) were investigated. The group of interest,
patients with the clinical death, included seven patients
who had suffered from cardiac arrest and successfully
resuscitated; later these patients died from an acute fatal
cardiac failure 7—10, 70—90 days after clinical death. In all
cases the resuscitation included artificial ventilation, oxy#
gen, and medications to enhance cardiac function. Four
patients who died from accidents served as controls. The
study protocol was approved by the ethical committee of
the Omsk State Medical University [13]. 
squares of NPY#immunopositive fields became larger seven days after resuscitation and remained increased on 90th
day post#resuscitation. 
Conclusion. Our findings demonstrate an increase of calbindin and NPY expression in human neocortex after
clinical death, which can be explained by a compensatory reaction of undamaged inhibitory cortical interneurons
directed to protectbrain from ischemia. 
Key words: clinical death; man; neocortex, inhibitory interneurons, calbindin D28k; neuropeptide Y
DOI:10.15360/18139779201642436 
G E N E R A L R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 6 ,  1 2 ;  426 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m
DOI:10.15360/1813#9779#2016#4#24#36
позже в результате острой сердечной недостаточности
через 7—10 и 70—90 сут после клинической смерти. Во
всех случаях реанимация включала искусственную
вентиляцию легких и лекарственные препараты, уси#
ливавшие функцию сердечной деятельности. Кон#
трольная группа (n=4) состояла из погибших в резуль#
тате несчастных случаев. Исследовательский протокол
одобрен этическим комитетом Омского государствен#
ного медицинского университета [13].
Стволовые функции головного мозга были восста#
новлены у пациентов в течение 2—3 минут после реа#
нимации. Затем пациенты были транспортированы в
палаты интенсивной терапии, где постоянно контроли#
ровали и поддерживали в пределах нормальных значе#
ний основные физиологические параметры. Согласие
на забор тканей получено у родственников. 
Аутопсийный материал взят в течение первых 24 ча#
сов с момента констатации биологической смерти. Были
исследованы двигательная (поле 4), височная (поле 21),
лобная (поле 10) и зрительная (поле 17) кора головного
мозга (КГМ). Фрагменты тканей в подготовительном
блоке размером 201010 мм погружали в 4% раствор
параформальдегида с 0,1 M фосфатным буфером при pH
7,4 и хранили в этом растворе в холодильнике при тем#
пературе 4°С. Срезы толщиной 10 m делали во фрон#
тальной плоскости через все слои коры на заморажива#
ющем криостате (Cryostat, Leica, Germany). Часть
срезов была окрашена по Нисслю (крезилвиолет) для
визуализации слоев и общей послойной морфометриче#
ской характеристики нейронов КГМ. 
После преинкубации в фосфатном буфере срезы
обрабатывали для непрямой иммунофлуоресценции с
использованием первичных моноклональных антител
(Calbindin D28k; SWant, Swissantibodies, Switzerland,
diluted 1:400 and Neuropeptide Y, NPY; SigmaChemicals,
St.Louis, USA; diluted 1:8000). Затем срезы инкубиро#
вали со вторичными антителами (Sigma) в разведении
1:200 в 0,1 М фосфатном буфере, содержащим 0,3%
Тритон XI00, в течение 2—3 ч при комнатной темпера#
туре. После промывки срезы инкубировали с FITC#
конъюгированным стрептавидином (Amersham,
Buckinghamshire, UK) в разведении 1:200 в темноте в
течение 1—2 ч при комнатной температуре, промывали
в фосфатном буфере. Затем все срезы монтировали на
предметные стекла с глицерином.
Иммуногистохимические препараты просматрива#
лись на BioRad MRC 600 конфокальном лазерном ска#
нирующем микроскопе, присоединенном к флуорес#
центному микроскопу Nikon FXA. Оптимальные
условия для выявления иммунофлуоресценции были
следующие: увеличение линзы — 20 (объектив Nikon;
Fluor 1.30), шаг просмотра срезов — 2 μm, увеличение
поля — 3, средняя плотность — 1, режим быстрого про#
смотра, 10 просмотров каждого среза с помощью филь#
тров Kalman с коэффициентом 3 и размером блока 1/4,
сохранение в памяти компьютера. Область сканирова#
ния составляла 140125 мкм (17500 мкм2) на уровне III
и V слоя КГМ. Разрешение матрицы — 0,480,48 мкм,
область изображения — 384256 пикселей. Иммуноф#
луоресценция и липофусциновая флуоресценция сна#
чала проводилась с использованием фильтра 488 DF 10
через первый канал «зеленый» с получением изображе#
ния 5—10#ти Z#серийных участков, которые сохраня#
лись в файлах на лазерных дисках. Затем КЛСМ воз#
The patient's brain stem functions have been recov#
ered in 2—3 minutes after resuscitation. Then the patients
were transferred to the intensive care unit, basic physio#
logical parameters were monitored continuously and main#
tained within the normal ranges. The agreement for tissue
collection was received from relatives.
Autopsy material was obtained within the first 24
hours after biological death ascertaining. Motor (area 4),
temporal (area 21), frontal (area 10) and visual (area 17 by
Brodmann) cortices were investigated. A small prepara#
tion block of each cortical area 201010 mm was imme#
diately immersed in 4% paraformaldehyde based 0.1 M
phosphate buffer (PB) at pH 7.4 and stored in this fixative
at 4°С till further processing from three to seven days. The
cortical specimens were serially sectioned perpendicular to
the pial surface using freezing Cryostat at 10 μm
(Cryostat, Leica, Germany). A sample of the frozen sec#
tions were stained with Nissl#stain to visualize the basic
cortical anatomy.
After preincubation in 5% non#fat milk in PBS for 1 h
in a free floating condition, sections were incubated for indi#
rect immunofluorescence with primary monoclonal anti#
body (Calbindin D28k; SWant, Swiss antibodies,
Switzerland, diluted 1:400 and Neuropeptide Y, NPY; Sigma
Chemicals, St. Louis, USA; diluted 1:8 000) in PBS con#
taining solution for 12 h at room temperature. After three
15#min washes with PBS, the sections were incubated with
biotinylated anti#mouse (Sigma) secondary antibody dilut#
ed 1:200 in 0.1 M PBS containing 0.3% Triton XI00 solution
for 2—3 h at a room temperature. Following three addition#
al washes, the tissue sections were incubated with FITC#
conjugated streptavidin (Amersham, Buckinghamshire,
UK) diluted 1:200 in dark for 1—2 h at room temperature.
Afterward, three 15#min washes with PBS were performed.
All sections were installed on a microscope glass slide and
coverslipped with glycerol in PBS. 
Sections were examined using a BioRad MRC 600
confocal laser microscope (CLSM) attached to Nikon
FXA fluorescent microscope. Argon and krypton mixed
gas laser with filters for FITS 488 DF 10, and 568 DF 10
were used. The optimal conditions for CLSM imaging of
immunofluorescence and lipofuscin were the following:
lens magnification of 20 (Nikon objective; Fluor 1.30),
the optical sections scanned with a regular increments of 2
μm, zoom factor of 3, neutral density of 1, and fast speed
scanning regime was applied. Each optical section stored in
the computer memory was the result of 10 scans by
Kalman filtering, with a division factor of 3 and box size
was equal to 1/4. The scanned area was 140125 μm, a
matrix resolution was equal to 0.480.48 μm, and an image
area was 384256 pixels at level III and V of the cerebral
cortex. Immunofluorescence and lipofuscin fluorescence
were initially carried out using 488 DF filter through the
first «green» channel with a certain number of 5—10
CLMS Z#series frames stored in files on laser CD discs.
Afterward, CLSM was returned to its original position and
the same area was studied for lipofuscin with 568 DF 10
filter through the second «red» channel and the corre#
sponding Z#series frames were also stored. The morphome#
tric analysis was performed using «ImageJ 1.46» software.
Interneurons were identified on the basis of morpho#
logical criteria, established for this type of cells [14]. For
immunohistochemical Cal detection, the typology of
interneurons was determined by small perikaryon size with
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вращали в первоначальное положение и эту же область
исследовали на липофусцин с фильтром 568 DF 10 че#
рез второй канал «красный», а соответствующие Z#уча#
стки также сохранялись. Морфометрический анализ
провели с использованием программы «ImageJ 1.46».
Интернейроны идентифицировали на основании
морфологических критериев, установленных для дан#
ного типа клеток [14]. При иммуногистохимическом
выявлении кальбиндина (Cal) типология интернейро#
нов определялась небольшой величиной перикариона с
короткими радиальными дендритами. В ходе морфоме#
трического анализа определяли общую численную
плотность нейронов и относительную площадь (%)
Cal# и NPY#позитивных структур (тела и отростки в
нейропиле) в поле зрения микроскопа.
Препараты, окрашенные по Нисслю, фотографиро#
вали с помощью микроскопа Leica DM 1000, делали ци#
фровые микрофотографии (20481536 пикселей) на
уровне III и V слоя КГМ. На полученных микрофото#
графиях проводили общую оценку основных типов не#
пирамидных нейронов.
Для статистического анализа полученных резуль#
татов использовали программу STATISTICA 8.0. Про#
верку статистических гипотез проводили при помощи
непараметрического U#критерия Манна#Уитни (для
парного сравнения), ANOVA Краскела#Уоллиса и
Фридмана (для множественного сравнения). В каждом
сравниваемом случае количество измерений и полей
зрения клеток определялось требованиями выявления
необходимой статистической значимости (p<0,05). 
Результаты и обсуждение
В КГМ лиц контрольной и основной группы
преобладали нормо# и гиперхромные несморщенные
нейроны, часть которых имела признаки различных
уровней аутолитических изменений цитоплазмы.
short radial dendrites. During the morphometric analysis,
total numerical density of Cal#immunoreactive neurons
and relative density (%) of Cal#positive structures (bodies
and processes in neuropile) were defined.
Images of specimens stained by Nissl were acquired by
a Leica DM 1000 microscope as digital micrographs
(20481536 pixels) of layers III and V of the cerebral cor#
tex. General evaluation of the main types of the nonpyra#
midal neurons in the neocortex was conducted using the
micrographs. 
Results were analyzed using STATISTICA 8.0 soft#
ware. The non#parametric U#Mann#Whitney test (for
paired comparison) and Kruskal#Wallis ANOVA and
Friedman ANOVA tests for multiple comparisons were
used. In each compared case, the number of dimensions
and cell fields were determined and differences were con#
sidered as statistically significant at P<0.05. 
Results and Discussion
Normochromic and hyperchromic non#shrunk#
en neurons were predominantly seen in cerebral cor#
tex of control and basic group. Different levels of
autolytic changes were shown in the cytoplasm of
most cells. The highest neuronal density was
observed in cortical layer III in all studied sections
(Fig. 1). 
Cal# and NPY#immunopositive neurons were
detected in all layers of studied cortical fields, with
layer III showing the highest numbers. Cal staining
was detected in both pyramidal and non#pyramidal
neurons. The maximal quantity of Cal#positive pyra#
midal neurons was detected in cortical layer V (Fig.
2). The identification and classification of Cal#posi#
tive neurons by their cell body and processes mor#
Рис. 1. Нейроны слоя III (a) и V (b) поля 10 лобной коры головного мозга пациентов контрольной группы. 
Fig. 1. Neurons in layer III (a) and V (b) of area 10 frontal cerebral cortex of control group.
Note. Nissl stained. Fold 10 (a), 40 (b). Scale bar — 50 μm.
Примечание. Окраска по Нисслю. Об. 10 (a) и 40 (b). Шкала — 50 мкм.
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Плотность клеток была существенно выше в слое III
всех изученных полей неокортекса (рис. 1).
Cal# и NPY#позитивные нейроны выявляли
во всех слоях изученных полей неокортекса, но
преобладали в слое III. Кальбиндин выявляли в
пирамидных и непирамидных нейронах. При
этом максимальное количество верифицируемых
Cal#позитивных пирамидных нейронов отмеча#
лось в слое V КГМ (рис. 2). Однако только часть
Cal#позитивных клеток можно было верифици#
ровать по форме тела, отростков и отнести к како#
му#то определенному типу нейронов. Это было
связано с тем, что флуоресцирующая метка в ци#
топлазме плохо идентифицируемых нейронов
phology was partial, secondary to the irregularity of
fluorescent mark spreading in cytoplasm of some neu#
rons. The marks appeared as single granules, or their
aggregates, without coloring of cytoplasmic and/or
the neuronal contours. Moreover, in a substantial part
of Cal#positive cells, their processes were not detect#
ed, which complicated the cell discrimination (Fig. 2). 
Among the clearly verified Cal#positive non#
pyramidal cells, we observed predominantly basket
cells, Martinotti cells and neurogliomorphic
interneurons. In the most cases, there were more
intense fluorescence in layer III (Fig. 3). 
NPY allows to verify exactly the bodies of
interneurons only and their long processes in neu#
Original  Observat ion
Рис. 2. Иммунофлуоресцентная маркировка кальбиндина D28k (a, c) и NPY (b) в теле и отростках нейронов слоя III (a, b) и
V (c) коры большого мозга пациентов контрольной группы. 
Fig. 2.Various types Cal and NPYpositive neurons of a cerebral cortex in norm. 
Note. Immunofluorescent marking of calbindin D28k (a, c) and neuropeptide Y (b) in the neuron body and processes of layer III (a, b)
and V (c) of cerebral cortex of control group. a — area 21; b, c — area 4. Arrows — pyramidal neurons. Fold 20. Scale bar — 50 μm.
Примечание. a — поле 21 височной доли; b, c — поле 4 лобной доли. Об. 20. Стрелки — пирамидные нейроны. Шкала — 50 мкм.
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распределялась неравномерно, единичными гра#
нулами или агрегатами гранул, не повторяющих в
совокупности контуры нейронов. Кроме того, в
значительной части Cal#позитивных клеток не
выявляли их отростки, что так же затрудняло
дискриминацию клеток (рис. 2). 
Среди четко верифицируемых Cal#позитив#
ных тормозных интернейронов различных полей
КГМ преобладали корзинчатые клетки, клетки
Мартинотти и нейроглиоформные интернейро#
ны. В слое III, как правило, в этих интернейронах
выявлялась более интенсивная флуоресценция
маркера (рис. 3). 
ropile. There is an opportunity to evaluate the exact
amount of NPY in concrete cortex area by square of
mark in unit of area of sight using ImageJ 1.46 (Fig.4). 
A large numbers of hyperchromic wrinkled
(dehydrated) cells and shadow#cells were detected
in the group of interest. These morphologic changes
accompanied by a different intraneuronal spreading
of immunohistochemical calbindine marker (Fig. 5). 
There were numerous cells with compact mark#
er aggregates and some neurons with diffusely dis#
tributed fine fluorescent particles (20—25%, 95%
CI). Basket#cells, Martinotti and neurogliomorphic
cells were the dominant interneurons in the neocor#
Рис. 3. Основные морфотипы интернейронов коры головного мозга пациентов контрольной группы. 
Fig. 3. Basic types of interneurones in cerebral cortex in norm (control group). 
Note. a — neurogliophoric cell, area 17 layer III (NPY); b — neurogliophioric cell, area 17 layer III, calbindin D28k; c — bipolar
Martinotti cells, area 17 layer III, calbindin D28k; d — big basket#neuron, area 17 layer III (NPY). Fold 20. Scale bar — 50 μm.
Примечание. a — нейроглиофорная клетка, 17 поле затылочной доли, слой III (NPY); b — нейроглиофорные клетка, 17 поле за#
тылочной доли, слой III, кальбиндин D28k; c — биполярные клетки Мартинотти, 17 поле затылочной доли, слой III, кальбиндин
D28k; d — большой корзинчатый нейрон, 17 поле затылочной доли, слой III (NPY). Об. 20. Шкала — 50 мкм.
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NPY позволял отчетливо верифицировать
тела только интернейронов и их длинные отрост#
ки в нейропиле. Это давало возможность точно
оценивать количество нейропептида в конкрет#
ном поле КГМ по площади метки на единицу
площади поля зрения, используя программу
ImageJ 1.46 (рис. 4).
В основной группе (после клинической смер#
ти) выявлено большое содержание гиперхромных
сморщенных (дегидратированных) клеток и кле#
ток#теней. Эти морфологические изменения со#
провождались изменениями внутринейронально#
го распределения флуоресцирующего маркера
кальбиндина (рис. 5). 
Увеличивалось количество клеток с глыб#
чатым компактным распределением маркера и
клеток с незначительным количеством диффуз#
но распределенных мелких флуоресцирующих
частиц (20—25%, доверительный интервал).
Среди хорошо верифицируемых нейронов, как и
в контроле, после клинической смерти преобла#
дали корзинчатые клетки, клетки Мартинотти и
tex after acute ischemia as well as in control group
(85—95%, 95% CI).
Comparative morphometrical analysis in the
control and the main groups showed no statistical
changes in total numerical density of Cal# and NPY#
positive neuron's bodies (Table 1). 
There were a large number of various Cal#
positive neurons in neocortex after clinical death
(Fig. 5, a). Pyramidal neurons with increased total
mark volume in cytoplasm in layer III & V after
ischemia were detected. Due to them the relative
area of Cal#immunoreactive structures in layer
III&V of brain cortex was significantly larger after
ischemic event, than in control group. These
changes were detected 90 days after the cardiac
arrest and resuscitation (Table 2); however, the
total numerical density of Cal#positive neurons
was not significantly changed (Table 2).
The numerical distribution of NPY interneu#
rons was the same in different cortical fields of main
and control group — the percentage of these cells
was 1—2% of all Cal#positive neurons (Table 1). At
Original  Observat ion
Рис. 4. Тело и отростки (стрелка) NPYпозитивных нейронов в норме.
Fig. 4. Features of distribution NPY in interneurons bodies and processes in norm.
Note. Layer III, fields 4 frontal shares of the control group patient. (20). Cells, that don't contain NPY, are identified as pale formations
(inside the ovals). The area of immunofluorescence marking is 3,5% field of vision. Fold 20. Scale bar — 50 μm.
Примечание. Слой III поля 4 лобной доли больных контрольной группы. Об. 20. Клетки, не содержащие NPY, выявляют#
ся в виде бледных образований (внутри овалов). Площадь иммунофлуоресцентной метки составляет 3,5% поля зрения.
Шкала — 50 мкм.
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нейроглиоформные тормозные интернейроны
(85—95%, доверительный интервал).
Сравнительный морфометрический анализ
контрольной и основной группы показал, что об#
щая численная плотность тел Cal# и NPY#пози#
тивных нейронов у них статистически значимо не
различалась (табл. 1).
После клинической смерти в КГМ было
идентифицировано большое число разнообраз#
ных Cal#позитивных нейронов (рис. 5, а). Выяв#
лены пирамидные нейроны с увеличенной пло#
щадью общей метки в цитоплазме в слоях III и V
после ишемии. За счет них относительная пло#
щадь Cal#позитивных структур в слоях III и V
различных полей КГМ в основной группе была
статистически значимо выше, чем в контроле.
Особенно это было характерно через 90 сут после
оживления (табл. 2). При этом общая численная
плотность Cal#позитивных нейронов статистиче#
ски значимо не различалась (табл. 1).
Количественное распределение интернейро#
нов с NPY было одинаковым в различных корко#
вых полях контрольной и основной группы — до#
ля этих клеток составляла 1—2% от всех
Саl#позитивных нейронов (табл. 1). При этом от#
носительная площадь NPY#позитивных структур
(перикарион, отростки) во всех изучаемых полях
основной группы была статистически значимо
больше (табл. 2).
Существует два основных пути деструкции
и смерти нейронов после острой ишемии голо#
вного мозга: некроз и апоптоз [15, 16]. Централь#
ную роль в этих процессах играет внутриклеточ#
ная концентрация ионов кальция, уровень
которого повышается при ишемии и продолжает уве#
личиваться в постишемическом периоде [16—18].
Внутриклеточное содержание ионов кальция
прямо связано с метаболическим состоянием и
активностью нейронов. Нормальные жизненные
функции нейронов и электрофизиологические
процессы возможны при концентрации внутри#
клеточного кальция менее 180 нМ. Повышение
концентрации Са2+ до 180—500 нМ обычно ведет
к долгосрочной депрессии синаптической переда#
чи и долгосрочному потенцированию. Концент#
рация более 600 нМ блокирует пластические ме#
ханизмы и активирует гибель клетки [19]. 
Кальбиндин, будучи кальций#связывающим
белком буферного типа, играет роль нейропро#
тективного агента, регулируя внутриклеточный
уровень кальция [20—22]. 
Роль кальбиндина, как одного из самых ран#
них маркеров ишемического повреждения, была
изучена на ряде экспериментальных моделей ост#
рой ишемии и в постишемическом периоде [20,
23, 24]. Показано, что уровень кальбиндина сни#
жался в течение 2—3 суток с момента ишемичес#
кого инсульта, а максимальное снижение его
the same time, the relative area of NPY#
immunoreactive structures (perikarion, processes)
was statistically significant higher in all studied
fields (Table 2).
There are two main kinds of neuronal destruc#
tion and death after acute brain ischemia: necrosis
and apoptosis [15, 16]. A pivotal factors in these
processes include alterations in intracellular calcium
ion concentration arising during ischemia, and pro#
gressing in post#resuscitation period [16—18].
Intracellular calcium ion homeostasis is strictly
related to neuronal metabolism condition and activ#
ity. Neuronal vital functions and electrophysiological
processes are possible at intracellular calcium con#
centration less than 180 nМ. Elevation of Са2+ con#
centration (180—500 nM) typically leads to long#
term depression of synaptic transmission and
long#term potentiation.The concentration more than
600 nM blocks plasticity mechanisms and activates
the cell destruction [19]. 
Рис. 5. Иммунофлуоресцентная маркировка кальбиндина
D28k (a) и NPY (b) в теле и отростках интернейронов слоя
III коры головного мозга пациентов основной группы (кли
ническая смерть). 
Fig. 5. The high maintenance calbindin D28k (a) and NPY (b)
in in the interneurons body and processes of layer III of cerebral
cortex of the patients main group (clinical death). 
Note. a — area 21 of temporal cortex, 7 days after cardiac arrest, b
— area 21 of temporal cortex, 90 days after cardiac arrest. Scale bar
— 50 μm.
Примечание. a — поле 21 височной доли, 7 сут, b — поле 21 ви#
сочной доли, 90 сут. Шкала — 50 мкм.
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уровня регистрировалось на 3 сут после ишемии
[25]. Большая устойчивость к ишемическому воз#
действию отмечалась у нейронов, содержащих
кальбиндин. Нейроны, которые не содержали
кальбиндин были особенно предрасположены к
необратимым ишемическим повреждениям [26]. 
В то время как существуют сведения в под#
держку роли кальбиндина как нейропротектора в
экспериментальных моделях, исследования с ис#
пользованием человеческого материала не прово#
дились. Также не ясно, есть ли разница в измене#
нии количества и плотности Сal#позитивных
нейронов в различных областях КГМ в течение
постреанимационного периода.
Как было показано ранее, в КГМ человека при
иммуногистохимическом выявлении кальбиндин
обнаруживается в непирамидных, мелких (слой III)
и крупных (слой V) пирамидных нейронах, а боль#
шая часть NPY содержится в непирамидных ГАМК#
ергических (тормозных) интернейронах [7, 12]. В на#
шем исследовании получены аналогичные данные.
Среди хорошо верифицируемых нейронов в контро#
ле и после клинической смерти выявлено преоблада#
ние корзинчатых клеток, клеток Мартинотти и ней#
роглиоформных тормозных интернейронов.
После травматических и/или ишемических
воздействий на головной мозг экспериментальных
животных происходит реорганизация тормозных и
возбуждающих нейронных систем неокортекса.
Было показано, что после черепно#мозговой трав#
Calbindin, being а 'buffer'#type calcium#bind#
ing protein, acts as a neuroprotective agent by regu#
lation of intracellular calcium homeostasis [20—22]. 
The role of calbindin, as one of the earliest
markers of ischemic damage, has been studied in a
number of experimental models of acute ischemia
and in the post#resuscitation period [20, 23, 24]. It
was shown that the level of calbindin decreases in
2—3 days after hypoxic/ischеmic insult and the
maximal reduction of calbindin level occurs 3 days
after ischemia [25]. High resistance to ischemic
exposure has been determined in neurons contain#
ing calbindin. Neurons which do not contain cal#
bindin are particularly predisposed to irreversible
ischemic damage [26]. 
Whereas evidence supporting the calbindin's
role as a neuroprotective agent in experimental mod#
els exists, no studies using human samples have been
published. It is also not clear if there is any difference
in pattern changes of Cal#containing neurons
amount and density in different cortical areas during
post#resuscitation period. 
As it was shown previously in human neocortex
by immunohistochemical analysis [7, 12], calbindin
was distributed predominantly in non#pyramidal,
small (layer III) and large (layer V) pyramidal neu#
rons and the greater part of NPY was shown in non#
pyramidal interneurons (inhibitory, GABA#ergic).
Similar data were received in a current study: Basket
cells, Martinotti cells and neurogliaform inhibitory
Original  Observat ion
Neocortex area, Brodman Control group, n=4 Postreanimation period
7 days, n=4 90 days, n=3
Calbindin, layer III
4 25.0 (24.2—28.5) 21 (12.2—26.0) 16.5 (14.5—25.2)
10 22.2 (17.1—26.4) 19.5 (14.5—23.0) 18.7 (13.0—23.0)
17 19.5 (18.0—28.5) 17.0 (12.3—20.5) 15.5 (12.0—20.0)
21 26.5 (23.0—28.5) 20.5 (15.0—27.0) 18.0 (11.5—26.6)
ANOVA, df=3 χ2=4.3; P=0.2 χ2=4.5; P=0.2 χ2=2.1; P=0.6
Calbindin, layer V
4 11.0 (10.2—17.4) 10.5 (10.0—13.3) 10.0 (9.5—12.0)
10 17.5 (16.5—18.0) 13.0 (11.2—18.0) 15.0 (11.0—18.5)
17 16.5 (15.5—17.5) 15.0 (11.0—17.5) 14.5 (12.0—16.5)
21 15.0 (14.0—20.5) 14.5 (14.0—16.5) 13.0 (11.0—17.0)
ANOVA χ2=3.5; P=0.3 χ2=3.8; P=0.3 χ2=0.2; P=0.9
Neuropeptide Y, layer III
4 0.26 (0.12—0.29) 0.23 (0.17—0.26) 0.20 (0.12—0.30)
10 0.22 (0.15—0.27) 0.21 (0.16—0.23) 0.17 (0.15—0.25)
17 0.19 (0.17—0.26) 0.22 (0.20—0.27) 0.15 (0.14—0.28)
21 0.28 (0.21—0.29) 0.24 (0.22—0.28) 0.20 (0.18—0.31)
ANOVA χ2=2.5; P=0.4 χ2=4.6; P=0.2 χ2=2.0; P=0.8
Таблица 1. Общая численная плотность (на 0,1 мм2) Cal и NPYпозитивных перикарионов в различных полях
коры головного мозга человека в норме и после клинической смерти, Me (QlQu).
Table 1. Total numerical density (on 0.1 mm2) of Cal and NPYpositive perikaryons in various human brain cortex
fields in norm and after clinical death, Me (QlQu).
Note. The differences in comparison with control group, previous term (Mann#Whitney criterion, P>0.05) and between fields (Friedman
ANOVA, P>0.05) were insignificant. The material is presented as the median (Me), the lower (Ql) and the upper (Qu) quartiles.
Примечание. Ткаже для таблицы 2: Neocortex area, Brodman — поля неокортекса по Бродману; Control group — контрольная группа;
Postreanimation period, days — постреанимационный период, сутки; Calbindin — кальбинди; Neuropeptide — нейропептид; layer —
слой. Различия в сравнении с контролем, предыдущим сроком (критерий Манна#Уитни, p>0,05) и между полями (ANOVA
Фридмана, p>0,05) статистически незначимы. Материал представлен как медиана (Me), нижний (Ql) и верхний (Qu) квартили.
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мы в зоне ишемической полутени увеличивается
количество Cal#позитивных пирамидных нейро#
нов в слое III и непирамидных нейронов в слое IV
[12]. В экспериментальных исследованиях выяв#
лено увеличение экспрессии кальбиндина в нейро#
нах после ишемии [24] и деафферентации [27].
Увеличение количества и большая сохранность
Cal#позитивных нейронов рассматривается как ре#
зультат компенсаторной экспрессии белков, регу#
лирующих внутриклеточную концентрацию ионов
кальция, играющих ключевую роль в инициации
механизмов некроза и апоптоза [3, 8, 12, 28, 29]. 
Нами установлено, что после клинической
смерти количество Cal#позитивных нейронов ста#
тистически значимо не отличалось от контроль#
ного уровня. Изменялся лишь размер и характер
распределения флуоресцирующих меток в цито#
плазме нейронов. На фоне высокого содержания
гиперхромных сморщенных нейронов увеличива#
лось количество клеток с грубыми конгломерата#
ми меток кальбиндина. Кроме того, появлялись
гипертрофированные Cal#позитивные нейроны.
Морфометрический анализ показал увеличение в
постреанимационном периоде относительной
площади Cal#позитивных структур. Все это, веро#
ятно, свидетельствовало о том, что популяция
различных Cal#позитивных нейронов (пирамид#
interneurons were predominantly accumulated in
control group and after clinical death.
Traumatic and/or ischemic brain injury in
experimental animal model causereorganization of
inhibitory and excitatory neuronal systems of the
neocortex. The number of Cal#positive pyramidal
neurons in a layer III and non#pyramidal neurons in
layer IV increased in the ischemic penumbra after
craniocerebral injury [12]. In experimental studies
calbindin expression was increased in neurons after
ischemia [24] and deafferentation [27]. Increasing
number and integrity of Cal#positive neurons was
considered as a result of compensatory expression of
proteins regulating the intracellular concentration of
calcium ions that contributed to necrosis and apop#
tosis mechanisms [3, 8, 12, 28, 29].
After global ischemia the number of Cal#posi#
tive neurons was stable in all analyzed cortical fields.
The size of fluorescent particles and the type of their
distribution in the neuron cytoplasm was the only
observed difference. Post#resuscitation tissue exhib#
ited both high content of the shrunken hyperchro#
matic neurons and elevated number Cal#labeled neu#
rons. Moreover, hypertrophied labeled Cal#positive
neurons have appeared. Morphometric analysis
demonstrated an extension of the relative area of
Cal#containing structures in patients underwent
Таблица 2. Относительная площадь (% поля зрения) Cal и NPYпозитивных структур в слое III различных
отделов неокортекса человека в контроле и после клинической смерти, Me (QlQu).
Table 2. The relative area (% of fieldview) of Calbindin andNPYpositive structures in a layer III of various neo
cortex sections in control group and after clinical death, Me (QlQu).
Note. * — the differences are statistically significant in comparison to control and # — in comparison with the previous term, P<0.05 (Mann#
Whitney criterion). There are no statistically significant differences between fields (Friedman ANOVA, P<0.05). The material is presented
as the median (Me), the lower (Ql) and the upper (Qu) quartiles.
Примечание. * — различия в сравнении с контролем и # — предыдущим сроком статистически значимы при p<0,05 (критерий Ман#
на#Уитни). Между полями статистически значимых различий не выявлено (ANOVA Фридмана, p>0,05). Материал представлен как
медиана (Me), нижний (Ql) и верхний (Qu) квартили.
Neocortex area, Brodman Control group, n=4 Postreanimation period
7 days, n=4 90 days, n=3
Calbindin
4 2.5 (1.7—2.9) 2.4 (2.1—3.0) 3.5 (3.1—3.7)
P=0.03*
P=0.03#
10 1.7 (1.5—2.3) 2.6 (2.1—2.9) 3.4 (3.0—3.8)
P=0.04* P=0.02*
P=0.04#
17 2.0 (1.6—2.7) 3.0 (2.7—3.6) 3.1 (2.5—3.2)
P=0.04* P=0.02*
21 1.9 (1.6—2.5) 2.7 (2.8—3.7) 2.9 (2.4—3.3)
P=0.04* P=0.03*
Neuropeptide Y 
4 3.2 (2.5—4.2) 5.1 (4.3—7.8) 6.0 (5.3—7.2)
P=0.02* P=0.01*
10 3.3 (2.6—4.3) 5.4 (5.0—6.4) 6.8 (5.5—7.7)
P=0.02* P=0.01*
P=0.04#
17 3.1 (2.9—4.0) 5.2 (5.1—8.3) 5.8 (5.1—7.3)
P=0.03* P=0.01*
21 2.5 (2.1—4.1) 5.0 (4.7—7.7) 6.5 (5.2—7.9)
P=0.03* P=0.01*
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ных и непирамидных) в меньшей степени подвер#
жена необратимой деструкции и элиминации. 
NPY один из биомаркеров корковых тормоз#
ных интернейронов. Анализ его распределения в
КГМ после клинической смерти показал статисти#
чески значимое увеличение относительной площади
NPY#позитивных структур. Это, вероятно, можно
считать проявлением активации компенсаторных
механизмов, которые сопровождаются усилением
экспрессии ингибиторного нейропептида [7, 30—32].
Экспрессия NPY служит защитным механизмом от
кальциевой перегрузки и эксайтотоксичности при
перевозбуждении нейронов. Действие NPY может
быть связано с влиянием на синаптические Y1# и
Y2#рецепторы. В итоге уменьшается вход ионов
кальция в нейрон во время возбуждения и подавля#
ется выделение глутамата возбуждающего нейро#
медиатора [7, 33, 34]. 
Заключение
Таким образом, полученные данные свиде#
тельствуют об адаптационных и компенсаторных
изменениях тормозных интернейронов нервной
ткани неокортеса человека в постреанимацион#
ном периоде.
total brain ischemia. It could demonstrate that the
population of various Cal#positive neurons (pyrami#
dal and non#pyramidal) was less prone to irreversible
destruction and elimination. 
NPY is one of biomarkers of cortical inhibitory
interneurons. The analysis of its distribution in cere#
bral cortex after clinical death showed a statistically
significant increase it the relative area of immunore#
active structures. It could be presumably considered
as a feature ofactivation of one of the compensatory
mechanisms mediated by reinforced expression of
the inhibitory neuropeptide [7, 30, 31, 32]. NPY
expression serves as a protective mechanism for cal#
cium overload and excite toxicity during the overex#
citing of neurons. NPY action may be applied to Y1
and Y2 synaptic receptors. As a result, the entry of
calcium ions into neuron during over excitation is
reduced and and to glutamate release became inhib#
ited [7, 33, 34]. 
Conclusion 
Therefore, obtained data demonstrate the
adaptive and compensatory changes of inhibitory
interneurons of human neocortex in the post#resusci#
tation period.
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